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Kromatografija virusov in virusom podobnih delcev 
Povzetek:  
Kromatografija je laboratorijska tehnika pri kateri ločujemo posamezne komponente 
zmesi glede na njihovo separacijsko hitrost. Zmes je raztopljena v tako imenovani 
mobilni fazi, ki nato potuje skozi stacionarno fazo. Določevanje identitete in 
koncentracije molekul v zmesi izvajamo pri analitični kromatografiji. Preparativna 
kromatografija pa se uporablja za pripravo večjih količin čistih snovi posamezne 
molekulske vrste, ki jih lahko uporabimo kasneje. Virusi in virusom podobni delci 
(molekule, ki spominjajo na viruse, vendar so ne infektivne, ker ne vsebujejo genetskega 
materiala) ter bakteriofagi spadajo med nanoplekse in obdelava le teh je odvisna od 
kompleksnosti začetnega materiala, števila načinov očiščenja med katerimi izbiramo ter 
kriterijev, katerim mora končni produkt slediti. Prečiščeni virusni pripravki se že dolgo 
uporabljajo kot cepiva in imajo v prihodnosti veliki potencial v genski terapiji. Bakterijski 
virusi oziroma bakteriofagi že dokazano lahko zdravijo bakterijske okužbe, vendar je 
odkrivanje antibiotikov upočasnilo raziskavo v zvezi z njihovo uporabo. Zaradi večje 
odpornosti bakterij na antibiotike pa so spet prepoznani kot alternativni vir zdravljenja 
bakterijskih okužb. Prav zaradi tega bomo v naši raziskavi preučili možnost uporabe 
kromatografije za izolacijo virusov. 
Ključne besede: virus, kromatografija, virusu podoben delec 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
  
   
 
 
 
Chromatography of viruses and virus like particles 
Abstract: 
Chromatography is a laboratory technique where individual components of a mixture are 
separated according to their separation rate. The mixture is dissolved in the so-called 
mobile phase, which then travels through the stationary phase. The determination of the 
identity and concentration of molecules in the mixture is performed by analytical 
chromatography. Preparative chromatography, however, is used to prepare large 
quantities of pure substances of each molecular species that can be used later. Viruses and 
virus-like particles (molecules that resemble viruses but are non-infectious because they 
do not contain genetic material) and bacteriophages are nanoplexes and their processing 
depends on the complexity of the starting material, the number of purification methods to 
choose from, and the criteria which the end product has to match. Purified viral 
preparations have already been used as vaccines and have potential in gene therapy. 
Bacterial viruses or bacteriophages have already been proven to treat bacterial infections, 
but antibiotics have slowed researches regarding them. Due to the higher resistance of 
bacteria to antibiotics, they are again recognized as an alternative source of treatment for 
bacterial infections. It is for this reason that our study will examine the use of 
chromatography for virus isolation. 
Keywords: virus, chromatography, virus like particle
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
 
DNK deoksiribonukleinska kislina 
RNK ribonukleinska kislina 
SsRna enovijačna ribonukleinska kislina (ang. single-stranded ribonucleic acid) 
SsDna enovijačna deoksiribonukleinska kislina (ang. single-stranded deoxyribonucleic 
acid) 
VLP virusu podobni delci (ang. virus like particles) 
EVLP virusu podobni delci z ovojnico (ang. enveloped virus like particles) 
SEC gelska izključitvena kromatografija (ang. size-exclusion chromatography) 
DEAE dietilaminoetil 
QAE kvartarni aminoetil 
CM karboksimetil 
SP sulfopropil 
RT-PCR verižna reakcija polimeraze s povratno transkripcijo (ang. reverse transcription 
polymerase chain reaction) 
ELISA encimska imunoadsorpcijska preiskava (ang. Enzyme-Linked ImmunoSorbent 
Assay) 
PEG polietilenglikol 
CLG kombinirana tekočinska kromatografija (ang. conjoint Liquid Chromatography) 
DSP nadaljnja obdelava (ang. downstream processing) 
FDA uprava za hrano in zdravila (ang. food and drug administration) 
EMA Evropska agencija za zdravila (ang. Europeans medicines agency) 
WHO svetovna znanstvena organizacija (ang. World Health Organization) 
DsDNA dvovijačna deoksiribonukleinska kislina (ang. double-stranded 
deoxyribonucleic acid) 
SPTFF filtriranje tangecialnega toka z enim prehodom (ang. single-pass tangential flow 
filtration) 
IEC ionsko-izmenjevalna kromatografija (ang. ion-exchange chromatography) 
   
 
 
 
 
  
   
 
 
 
HIC hidrofobna interakcijska kromatografija (ang. hydrophobic interaction 
chromatography) 
AC afinitetna kromatografija (ang. affinity chromatography) 
MMC kromatografija z mešanimi nastavitvami (ang. mixed-mode chromatography) 
SDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza DNK (ang. sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis) 
RP-HPCL visoko tlačna tekočinska kromatografija z reverzno fazo (ang. Reversed-
Phase-High Performance Liquid Chromatography) 
MS masna spektroskopija (ang. mass spectrometry) 
SPR površinska plazmonska resonanca (ang. surface plasmon resonance) 
NTA analiza sledenja nanodelcev 
MALS večkotno razprševanje svetlobe 
DLS dinamično sipanje svetlobe 
Cryo-EM kriogena elektronska mikroskopija 
DBC dinamična vezna kapaciteta (ang. dynamic binding capacity) 
PBS fiziološka raztopina s fosfatom (ang. Phosphate-buffered saline) 
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1 Uvod 
1.1 Virusi in virologija 
Virusi so majhni patogeni oziroma mikroorganizmi, ki se razmnožujejo v drugih živečih 
celicah imenovanih gostiteljske celice. Okužijo lahko vse vrste življenjskih oblik, od 
živalskih in rastlinskih do mikroorganizmov, kot so bakterije in arheje. Virusi običajno 
povzročajo nalezljive bolezni s svojim delovanjem, ker negativno vplivajo na gostiteljske 
celice. Te se pred njimi branijo z različnimi imunskimi mehanizmi, pogosto neuspešno. 
Izjema so virusi, ki ne povzročajo vidne škode in se v gostitelju razmnožujejo neopazno. 
Virusi se pojavljajo v skoraj vseh poznanih Zemeljskih ekosistemih in spadajo med 
najštevilčnejše biološke organizme. Študija virusov je poznana kot virologija in spada 
med podvrsto mikrobiologije [1, 2]. 
Virusi niso celice ampak vseeno vsebujejo genom nukleinske kisline, ki vsebuje 
mehanizme potrebne za razmnoževanje, ter virion, ki je odgovoren za lažje prehajanje 
virusa med gostiteljskimi celicami. Pred vstopom viriona v gostiteljsko celico (infekcija) 
se virus ne more razmnoževati. V glavnem poznamo štiri morfološke vrste virusov [1, 3]. 
1.1.1 Zgradba in struktura virusov 
Virusi se pojavljajo vseh oblik in velikosti, na splošno pa so manjši od bakterij. Večina 
ima premer med 20 in 300 nanometrov, nekateri filovirusi pa imajo dolžino do 1400 nm, 
vendar s premerom 80 nm. Običajno se jih ne da opazovati z optičnim mikroskopom, zato 
se uporablja za njih skeniranje ali elektronski mikroskop [2]. 
Cel virusni delec, imenovan virion, je sestavljen iz nukleinske kisline (DNK ali RNK), ki 
je ovita v zaščitni ovoj iz beljakovin ali lipidi sloj pomešan z beljakovinami. Lipidna 
ovojnica lahko izhaja iz gostiteljske celice. Zaščitni ovoj imenujemo kapsida. Kapsido 
tvorijo ponavljajoče manjše beljakovinske podenote, ki jih imenujemo kapsomere. 
Morfološko razlikovanje je mogoče zaradi različnih oblik kapsid, ki jih kodira virusni 
genom. Virusno kodirane proteinske podenote se bodo same sestavile v kapsid v 
prisotnosti virusnega genoma. Kompleksni virusi kodirajo beljakovine, ki pomagajo pri 
izgradnji njihovega kapsida. Proteini povezani z nukleinsko kislino so znani kot 
nukleoproteini, zveza virusnih kapsidnih beljakovin z virusno nukleinsko kislino pa se 
imenuje nukleokapsid [2].  
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1.1.2 Vijačni virusi 
Ti virusi so sestavljeni iz enake vrste kapsomerov, ki so zloženi okoli osrednje osi, da 
tvorijo vijačnico, ki ima osrednjo votlino. Dolžina vijačnih virusov je odvisna od dolžine 
nukleinske kisline, širina pa od velikosti, oblike in razporeditve kapsomer. Taka 
razporeditev je posledica paličastih ali nitastih virionov, ki so lahko kratki in togi ali dolgi 
in prožni. Genetski material (ssRNA, v nekaterih primerih ssDNA) je vezan v proteinsko 
vijačnico z interakcijami med negativno nabito nukleinsko kislino in pozitivnimi naboji 
proteina. Dobro raziskan primer vijačnega virusa je virus tobačnega mozaika [2]. 
1.1.3 Ikozaedrični virusi 
Večina živalskih virusov je ikozaedričnih ali skoraj sferičnih s kiralno ikozaedrsko 
simetrijo. Navadni ikozaeder je idealen način tvorbe zaprte lupine, saj zahteva najmanjše 
število kapsomer. Najpreprostejši primer za tvorbo ene trikotne ploskve je 3 kapsomere 
na eno ploskev. Vse skupaj tako znese 60 kapsomer na en virion, saj zahteva ikozaedrična 
simetrija 20 trikotnih ploskev. Številni virusi imajo več kot 60 kapsomer in so videti 
sferični, vendar ohranjajo ikozaedrično simetrijo. Zaradi več nukleinske kisline je ovoj iz 
60 kapsomer premajhen in zato nastajajo ovoji iz 180, 240 ali 360 kapsomer [2, 3]. 
 
Slika 1: Sestava bakteriofaga [4] 
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1.1.4 Virusi z ovojnico 
Nekatere vrste virusa se obdajo z ovojnico iz spremenjene oblike ene od celičnih 
membran. Lahko z zunanjo membrano, ki obdaja okuženo gostiteljsko celico, ali pa z 
notranjo membrano, kot je jedrska membrana ali endoplazemski retikulum. Ta nastajajoč 
zunanji lipidni dvosloj je znan kot virusna ovojnica. Ta membrana je napolnjena z 
beljakovinami, ki jih kodira virusni genom in genom gostiteljske celice. Sama lipidna 
membrana in ogljikovi hidrati v celoti izvirajo iz gostitelja. Virusi z ovojnico pogosto 
napadejo živalske celice, pri katerih je citoplazemska membrana direktno izpostavljena 
okolju. Večina virusov z ovojnico je odvisna od ovojnic za kužnost. Pri infekciji namreč 
vstopi v celico celotni virion, ovojnica pa pomaga s tem, da se združi z gostiteljsko 
membrano za lažji prehod v in iz celice. [2, 3] 
 
1.1.5 Kompleksni virusi 
Kompleksni virusi imajo kapsid, ki ni čisto spiralen, ni čisto ikozaeder in ima lahko 
dodatne strukture, kot so beljakovinski repi ali zapletena zunanja stena. Pod take viruse 
spadajo nekateri bakteriofagi, ki so sestavljeni iz ikozaedrične glave, vezane na spiralni 
rep, ki ima lahko šesterokotno osnovno ploščo s štrlečimi beljakovinskimi repnimi vlakni. 
Ta struktura deluje kot molekularna brizga, kjer se pripne na bakterijsko celico in v celico 
vbrizga virusni genom. Primer takega virusa je bakteriofag T4 [2, 3]. 
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1.2 VLP-ji in eVLP-ji 
 
VLP-ji so strukturno zelo podobni virusom, torej kompleksni bionanodelci velikosti od 
10 do več 100 nanometrov premera. Za razliko od virusov so VLP-ji neinfektivni, ker ne 
vsebujejo virusnega genetskega materiala, Lahko se pojavijo naravno ali sintetizirajo s 
posameznim izražanjem virusnih strukturnih beljakovin, ki se lahko nato samostojno 
sestavijo v virusu podobno strukturo oziroma VLP [5]. 
Večina človeku najbolj škodljivih virusov so virusi z ovojnico. Za mnoge te viruse cepivo 
sploh še ne obstaja. Različni virusni izbruhi pa zahtevajo hitro in prilagodljivo 
proizvodnjo več milijonov doz cepiva v kratkem času. Ovojni VLP-ji so zaradi visoke 
fleksibilnosti idealni za hiter odziv proti pandemijam in sezonskim boleznim [5]. 
1.2.1 Uporaba 
VLP-ji so uporabljeni v vsakodnevnem življenju pri cepivih za bolezni, pri genskih 
terapija ter tudi transportu zdravil v telesu pri boju z rakom. Ovira uporabe je slab 
izkoristek pri procesih v današnjih proizvodnih platformah, saj je izkoristek manjši kot 
pa je zahteva po očiščenih VLP-jih. Procesiranje VLP-jev je sestavljeno iz veliko dragih 
in časovno potratnih in ne tako učinkovitih operacij. Omenili smo že uporabo VLP-jev 
pri terapevtskih cepivih, poleg tega pa so uspešno uporabljeni tudi kot transportni 
organizmi za prenos proteinov/peptidov, DNA, RNA in drugih drog. 
Razvoj in raziskave nadaljnjega procesiranje VLP-jev so prizadete zaradi pomanjkanja 
visoko ločljivostnih analitičnih tehnologij za detekcijo in kvantifikacijo specifičnih VLP-
jev. Negativni vpliv tega se še posebej pozna pri obravnavi kompleksnih mešanicah. 
Pomembno se je osredotočiti na znižanj procesnih stroškov, poenostavitve procesa ter 
tudi pospešitev le teh [6]. 
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1.2.2 Struktura 
Glavni deli strukture so viralni proteini, ki tvorijo proteinski del VLP-ja in ga imenujemo 
VLP kapsid. eVLP-ji pa so ovojni VLP-ji, kjer je je viralna kapsida obdana še z dodatnim 
ovojnim slojem, ki je pridobljen iz lipidnega dvosloja gostiteljske celice [6]. 
1.2.3 Proizvodnja in obdelava 
Proizvodnja VLP-jev je bila uspešna v številnih evkariontskih in prokariontskih izraznih 
sistemih (vključno z bakterijami, glivami, celicami insektov in rastlin). Bakterije in glive 
so cenovno ugodne in enostavne za povečavo v večji proizvodnji sistem. Te sistemi pa 
žal ne dovoljujejo kasnejših modifikacij in so zato primerni le za proizvodnjo preprostih 
ne-ovitih VLP-jev [6]. 
Nadaljnja obdelava ovojnih VLP-jev je še vedno zahtevna, a v večini primerov še vedno 
glavni način proizvodnje eVLP-jevih proizvodnih platform. Zahtevne fizikalno-kemijske 
lastnosti eVLP-jev pomenijo, da ne obstaja nek osnovni in preprost proces čiščenja le teh. 
Večina tehnik čiščenja izvira iz kombinacij obdelavnih procesov proteinov in virusov. 
Med te uvrščamo ultracentrifugiranje, filtracijo in kromatografijo. Kombinacija ne 
ugodnih tehnik pa lahko vodi do izgube končnega produkta, velike porabe časa in konec 
koncev tudi majhen izkoristek celotnega procesa [6]. 
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1.3 Kromatografija 
 
Tradicionalna kromatografska sredstva so bila optimizirana za čiščenje veliko manjših 
molekul kot so virusni delci. Uporaba kromatografije pri proteinih se je izkazala za 
uporabno naključje saj je je isti kemijski mehanizem uporabljen tudi pri frakcioniranju 
virusov [6, 7]. 
1.3.1 Gelska izključitvena kromatografija 
Gelska izključitvena kromatografija (ang. Size exclusion chromatography), krajše SEC 
se pogosto uporablja pri čiščenju virusov in je zelo uporabna zaradi svoje selektivnosti. 
Z izjemo biospecifične afinitetne kromatografije je SEC učinkovitejši od ostalih tehnik 
pri odstranjevanju beljakovin, delčkev DNA in ostalih manjših molekul od virusnih 
delcev. SEC je univerzalna tehnika in je lahko uporabljena za vse tipe virusov. Ima veliko 
fleksibilnost za obravnavo vzorcev in eluiranje delcev v širokem območju pufra, poleg 
tega pa separacijski mehanizem ni odvisen od sestave pufra. Tako nam dovoljuje 
frakcioniranje virusa v dokaj fizioloških pogojih in tako ohranja sposobnost preživetja 
virusov [7]. 
SEC se izvaja v kolonah napolnjenih s poroznimi delci, ki imajo definirano maksimalno 
velikost por. Te pore nam določajo omejitev velikosti delcev topljenca. Delci topljenca, 
ki so preveliki za vstop v največje pore, v našem primeru so to delci virusa. Sposobni so 
potovati samo v prostoru med poroznimi delci. Zaradi tega tudi prvi izstopajo iz kolumne. 
Proteini lahko v pore vstopajo in tako porabijo več časa, da prepotujejo celotno kolono. 
Posledično, manjši kot je delec, kasneje bo izstopal. Soli, sladkorji in ostale manjše 
komponente lahko vstopijo v vse pore in tako izstopijo zadnji [7]. 
Mehanizem prenosa raztopine skozi kolono je zelo pomemben za dobro končno 
učinkovitost. Topljenci vstopajo in izstopajo iz por z difuzijo, ki je definirana kot 
naključno toplotno gibanje iz območja visoke koncentracije v območje nizke 
koncentracije.  Postopek difuzije poteka počasi in se daljša s povečanjem velikosti delcev, 
ki difundirajo. Topljenci, ki se gibljejo zgolj med praznim prostorom pa se premikajo s 
konvekcijo, ki je definirana kot gibanje, ki ga povzroča neka zunanja sila. V našem 
primeru je ta sila pretok pufra skozi kolono. Difuzija se pojavlja tudi v tem primeru, a 
pripomore le k naključnemu mešanju in ne na prehajanje topljencev v koloni [7]. 
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Slika 2: Splošni hipotetični profil elucije SEC za supernatant celične kulture, ki vsebuje virus. Agregati v 
ničnem vrhu lahko vključujejo virusne in beljakovinske agregate ali heteroagregate. Črtkana krivulja 
prikazuje relativno velikost topljene snovi, porazdeljene po celotnem profilu. Povzeto po [7]. 
Teoretično je pretok lahko visok, a je pri tem potrebno upoštevati difuzijske omejitve 
vključenih topljencev. V primeru, da pretok presega hitrost, ki dopušča popolno difuzijo, 
subpopulacija topljenca ne more vstopiti v pore in posledično eluira prej kot glavna 
populacija. Prezgodnja eluacija torej narašča s povečanjem hitrosti pretoka, kar 
posledično pomeni nižjo čistost našega vzorca [7]. 
 
Slika 3: SEC virusa gripe H1N1 na Sepharose™ CL4B po prvem čiščenju z anionsko izmenjevalno 
kromatografijo. Frakcija, ki vsebuje virus je poudarjena sive barve. Povzeto po [7]. 
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Nekakšna osnovna linearna hitrost pretoka za eksperimente je 50 cm/h. To je pa vseeno 
vsaj dvojna hitrost pretoka za proteine pri SEC. Pretok glede na eksperimentalne 
rezultate ustrezno povečamo ali zmanjšamo. Pomembna je tudi dolžina kolone, 
najpogosteje poteka SEC proteinov v kolonah od 60 do 100 cm, pri virusih 10 do 30 cm 
[7]. 
1.3.2 Ionsko izmenjevalna kromatografija 
Ionska-izmenjevalna kromatografija temelji na privlaku enako nabitih delcev oziroma 
odboju med nasprotno nabitimi delci. Stacionarna faza je lahko nabita pozitivno ali 
negativno, tako zagotovimo privlak pozitivnih/negativnih delcev v mobilni fazi. Pri 
eluciji oziroma izpiranju z nizko koncentracijo soli lahko premagamo privlak med 
stacionarno fazo in šibko nabitimi delci. Pri uporabi visoke koncentracije pa je možna 
prekinitev privlaka tudi med močno nabitimi delci [8]. 
V primeru, da so izmenjajoči ioni kationi se enačba ravnotežja glasi: 
𝑆 − 𝑋−𝐶+ +  𝑀+  ↔  𝑆 − 𝑋−𝑀+ + 𝐶+  
V procesu je kation M+ eluenta zamenjan s analitskim kationom C+, ki je vezan na anion 
X-, kateri pa je fiksiran na površino kromatografskega nosilca (S). 
V anionsko izmenjevalni kromatografiji pa sodelujejo anioni in se enačba glasi: 
𝑆 − 𝑋+𝐴− +  𝐵−  ↔  𝑆 − 𝑋+𝐵− +  𝐴+ 
Anion eluenta B- se zamenja s kationom analita A-, ki je vezan na pozitivno nabit ion X+ 
na površini stacionarne faze (S). Adsorpcija analita na stacionarno fazo in desorpcija 
ionov eluenta se ponavlja skozi celotno pot po koloni [8]. 
Kot primer vzamemo naboj proteinov:  
Proteini so sestavljeni iz aminokislin, ki so med seboj povezane s peptidnimi vezmi. Ta 
nastane med amino skupino ene aminokisline in karboksilno skupino druge (odcepi se 
voda). Proteine sestavljajo po več kot 100 aminokislin. Veriga ima na enem koncu 
karboksilno skupino (-COOH) ter na drugem koncu aminsko (-NH2). Prvemu pravimo 
C-konec, drugemu pa N-konec [9]. 
Vsi proteini imajo pozitivne in negativno nabite regije. Celoten naboj proteinov pa je 
odvisen od pH. Nizek pH torej pomeni kislo ter visok bazično. Velja, da so proteini v 
kislem pozitivno nabiti ter v bazičnem negativno. Celokupni naboj proteina je lahko tudi 
0 in ta točka je imenovana izoelektrična točka. Vsi proteini nimajo enake izoelektrične 
točke, saj je ta odvisna od zaporedja aminokislin in imajo zato različen naboj pri enakih 
vrednostih pH [9]. 
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Pri ionski-izmenjevalni kromatografiji poznamo dve vrsti izmenjevalcev, anionske in 
kationske. Anionski so pozitivno nabiti in zato vežejo nase anione. Kationski so negativno 
nabiti in posledično nase vežejo katione [9]. 
Primer anionskih izmenjevalcev glede na moč: šibki izmenjevalec je dietilaminoetil 
(DEAE), močni pa kvartarni aminoetil (QAE) [9]. 
Primer kationskih izmenjevalcev glede na moč: šibki izmenjevalec je karboksimetil 
(CM), močni pa sulfopropil (SP) [9]. 
Določitev moči se izvede preko vrednosti pKa, kjer nabitost v širokem območju pH 
pomeni močan izmenjevalec, pri ozkem območju pH pa šibek izmenjevalec. Velik pKa 
imajo šibke kisline, nizkega pa močne [9]. 
Pri ionsko-izmenjevalni kromatografiji je zato pomembna pravilna izbira stacionarne faze 
ter pH pufra oziroma mobilne faze v sistemu. pH pufra direktno vpliva na naboj proteina 
ter tudi stabilnost in topnost proteina. Do agregacije in obarjanja pride, če izberemo pH 
pufra blizu izoelektrične točke proteina. Pri ekstremno kislih in bazičnih vrednostih pride 
do izgube funkcionalnosti in denaturacije proteina [9]. 
Pri načrtovanju kromatografije rabimo podatke o našem vzorcu. Na podlagi izoelektrične 
točke in titracijske krivulje se odločimo za primeren pH mobilne faze. Poleg tega še 
določimo ustrezen ionski izmenjevalec. Po končani izbiri ustreznih elementov 
kromatografije se ločimo procesa. Procesno kolono speremo z našim izbranim pufrom ob 
nizki ionski jakosti. Sledi nanos vzorca v našem ali podobnem pufru in tako omogočimo 
pretok mobilne faze in vezavo delcev na izmenjevalec. Nato z enakim pufrom speremo 
vse nevezane delce, ter še končno eluiramo vezane delce z pufrom višje ionske jakosti ali 
pa s spremembo pH [10]. 
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2 Izolacija in čiščenje virusov s kromatografijo 
Problem detekcije virusov je nizka koncentracija virusnih delcev v gostiteljskih celicah 
in okolju. K temu pripomoremo s povečanjem koncentracije in tako omogočimo lažjo 
detekcijo. Potreba po hitrih in učinkovitih metodah čiščenja virusov se veča zaradi 
uporabe cepiva in genske terapije. Pogoste metode čiščenja so obarjanje, centrifugiranje 
in ultracentrifugiranje; ker pa so postopki zapleteni, časovno potratni in neproduktivni, je 
njihova uporaba manjša. Ugotovili so krajše in bolj učinkovite postopke koncentriranja 
ter čiščenja, med katere spada uporaba filtrov. Vsaka sprememba postopka pa prinese tudi 
slabosti. Proces je ostal dolgotrajen ter prenos v industrijsko merilo je postalo pogosto še 
bolj zahtevno [11, 12, 13, 14]. 
Zadnje čase je pogosta uporaba tekočinske kromatografije, ki omogoča dobro 
produktivnost ter visoko čistost končnega produkta. Nosilci za biokromatografijo, ki 
temeljijo na čiščenju proteinov, so pri virusih neprimerni, saj je proces počasen in izplen 
nizek. Bolj uporabni nosilci so se izkazali monoliti, ki so uporabljeni predvsem za 
čiščenje večjih molekul, kot so plazmidna DNA, virusi in imunoglobulini. Sestavljeni so 
iz poroznega materiala s povezanimi mikro kanali (približno premera 1500 nm). To 
omogoča hitro ločitev pri visokem pretoku mobilne faze in nizkem padcu tlaka [11, 13, 
14]. 
Izmenjava med mobilno in stacionarno fazo poteka s konvekcijo, ki je hitrejša kot difuzija 
v kolonah napolnjenih s poroznimi delci [11]. 
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2.1 Koncentriranje virusov 
 
Kot smo omenili, je problem pri virusih nizka koncentracija virusnih delcev v vzorcu. 
Pogosto uporabljene metode za koncentriranje so ELISA ter bolj občutljiva RT-PCR. 
Kljub veliki občutljivost pa v nekaterih vzorcih (primer je lahko voda za zalivanje) vseeno 
ni omogočeno določanje virusnih delcev [15]. 
Najpogosteje je za koncentriranje humanih virusov uporaba nabitih filtrov in ionsko 
izmenjevalna kromatografija [15]. 
2.1.1 ELISA 
Metoda ELISA (ang. The enzyme linked immunosorbent assay) se uporablja za detekcijo 
in kvantifikacijo specifičnih beljakovin v kompleksnih mešanicah. Običajno izvajamo 
metodo na polistirenskih mikrotitrskih ploščah z 96 ali 284 luknjicami, ki pasivno vežejo 
protitelesa in beljakovine. Ker so reaktanti imobilizirani na površino mikrotitrske plošče 
je ločitev med vezanim in nevezanim materialom enostavna. Možnost uporabe protiteles 
z visoko afiniteto in spiranje nespecifičnih vezanih materialov naredi metodo ELISA 
močno orodje za merjenje specifičnih analitov [15].  
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2.2 Čiščenje virusov 
 
Kot smo omenili je pri detekciji (rastlinskih virusov) pogosto uporabljena metoda ELISA, 
kjer je specifičnost in občutljivost odvisna od protiteles. Antigeni, ki so uporabljeni za 
imunizacijo živali morajo biti zelo čisti, kar pa zahteva veliko časa in korakov čiščenja. 
Pri vsakem koraku delno izgubimo antitelesa končnega produkta, kar nam predstavlja 
nizko produktivnost [11, 12]. 
Klasični način izolacije virusov bom prikazala na primeru rastlinskih virusov. Značilni 
koraki so: 
1. Ekstrakcija virusnih delcev iz gostiteljskih celic 
2. Čiščenje, kjer ločimo virus od gostiteljskih komponent 
3. Koncentriranje delno očiščenega virusa 
4. Končno čiščenje 
Celotno čiščenje poteka pri nizki temperaturi, ki znaša okoli 4°C. 
Ekstrakcija:  
Okužene liste rastline pri nizki temperaturi zmeljemo v ustreznem pufru. V zmesi se sedaj 
nahajajo komponente gostiteljske celice (delci tkiva, kloroplasti, ribosomi, proteini) ter 
virusni delci. Ekstrakcijski pufer mora biti v tem primeru ugoden, da komponente v zmesi 
ne reagirajo s prostimi delci virusa ali postajo neaktivne. Pozorni moramo biti na 
molarnost pufra, saj lahko pozitivno ali negativno vplivajo na stabilnost virusa. 
Najpogosteje se uporablja pufer z molarnostjo med 0,1 in 0,5. Kot smo omenili je 
potrebno upoštevati izoelektrično točko virusov saj se pri tej pH vrednosti virus lahko 
obari. Izoelektrična točka se pri večini virusov giblje pod pH 7, zato uporabimo nevtralne 
ali rahlo bazične pufre (pH med 7 in 8,5). Pri previsoki alkalnosti pa lahko virusni delec 
razpade zaradi prekinjene povezave med proteinom in njegovo nukleinsko kislino [12]. 
Primerni dodatki pufru [12]: 
• Reducenti: preprečevanje virusne inaktivacije in adsorpcije gostiteljskih 
komponent na virus (tioglikolna kislina, merkaptoetanol, polietilenglikol, 
polivinilpirolidon) 
• Kelatirajoče snovi: odstranjujejo ribosome in preprečujejo agregacijo virusov in 
oksidacijo polifenolov 
• Detergenti: Pomoč pri sproščanju virusa iz gostitelja in preprečujejo agregacijo 
(Triton X-100, Tween-80) 
Detergenti se lahko nadomestijo tudi z dodatkom sečnine, ki ima podoben učinek. 
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Čiščenje:  
Ločujemo virusne delce v homogeni zmesi od rastlinskih celičnih fragmentov. 
Centrifugiranje homogenata pri nizkih obratih (približno 15-20 minut pri 1.000-10.000 
g) povzroča usedanje večjih komponent, medtem ko virus ostane v supernatantu. Za boljši 
izkoristek lahko postopke centrifugiranja ponovimo z svežim pufrom. Vodne faze 
združimo in dodamo organsko topilo za tvorbo večjih celičnih komponent. Kot organsko 
topilo lahko uporabimo etanol, butanol, eter ali kloroform. Mešanico nato centrifugiramo 
okoli 20 minut pri 5.000 do 10.000 g, da dobimo 3 plasti, kjer pa se virusi nahajajo v 
zgornji plasti [6, 12]. 
 
Koncentriranje:  
Koncentriranje poteka največkrat z ultracentrifugiranjem, kjer vodno fazo centrifugiramo 
do 2 uri pri visokih obratih (75.000 g) v določeno nagnjenim rotorjem, da se virus posede. 
Po zaključku virusno usedlino inkubiramo v ustreznem pufru. Dodatno čiščenje lahko 
opravimo z zaporednim centrifugiranjem pri nižjih obratih, le da se zdaj virus ne nahaja 
v usedlini ampak v vodni fazi [6, 12]. 
Zaradi možnosti agregacije ali neodpornosti proti velikim gravitacijskim silam moramo 
nekatere viruse koncentrirati s polietilenglikolom (PEG). PEG dodamo vodni fazi, v 
kateri se popolnoma raztopi in nato mešamo 2 uri, kateremu sledi centrifugiranje 20 minut 
pri nizkih obratih (15.500 g). Usedlino nato kot pri prejšnji metodi raztopimo v ustreznem 
pufru ter nadaljujemo centrifugiranje pri nizkih obratih. Virus ostane v vodni fazi, 
posedemo pa jih z višjimi obrati centrifuge, postopek ponavljamo za večjo končno čistost 
[6, 12]. 
 
Končno čiščenje: 
Za uporabo čistih virusnih delcev pri pripravi protiteles ali cepiv je potrebno odstraniti 
vse gostiteljske komponente, ki so do zdaj še ostale v pripravku. Centrifugiranje v 
gostotnem gradientu je ena od najpogosteje uporabljenih metod, kjer centrifugiramo pri 
visokih obratih (tudi do 70.000 g) skozi gostotni gradient vzdolž horizontalne osi. 
Linearni saharozni gradient (10-40%) se uporabi, ko želimo virus ločiti glede na 
sedimentacijsko konstanto. Uporabimo lahko tudi gostotni gradient cezijevega klorida ali 
cezijevega sulfata. Virus lahko po končanem centrifugiranju odstranimo kar z injekcijo 
ali zbiralcem frakcij. Pripravek lahko nato ultracentrifugiramo pri visokih obratih, da se 
posede virus na dno [6, 12]. 
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2.2.1 Čiščenje virusov z ionsko-izmenjevalno kromatografijo 
Osredotočimo se na ionsko-izmenjevalno kromatografijo, ki pridela virus z zelo visoko 
čistostjo in ima veliko uporabnost. Virusna kromatografija na podlagi ionske izmenjave 
temelji na predhodnih kromatografijah proteinov in ostalih večjih biomolekul. Delovanje 
omogočajo elektrostatske interakcije med nasprotno nabitimi delci, saj se proteini okoli 
virusnih delcev lahko ionizirajo. Virusni delci imajo zaradi tega negativen ali pozitiven 
celotni naboj, kar uporabimo pri ločevanju. Kolone napolnjene s poroznimi delci ločujejo 
molekule z visoko ločljivostjo. Porozni delci imajo različne velikosti por v katerih je 
aktivna površina, kamor se difundirajo molekule. Čas za popolno difuzijo makromolekul 
lahko traja od nekaj minut pa tudi do več ur [12, 14]. 
Pri kolonah z neporoznimi delci traja ločba veliko manj časa (par sekund do par minut), 
saj v tem primeru difuzija v pore ne poteka. Zaradi neporoznosti imajo te delci bistveno 
manjšo aktivno površino v primerjavi s poroznimi delci in s tem tudi nižjo kapaciteto 
vezave molekul [12]. 
Ionsko izmenjevalni nosilci pa obstajajo tudi v obliki membran, kjer je izmenjevalna 
površina vlaknasta struktura s pretočnimi porami/kanali. Delovanje membran je dokaj 
podobno neporoznim delcem, vendar imajo nižji padec tlaka zaradi svoje debeline (170-
190 µm). Njihove prednosti so poleg nizkega padca tlaka tudi kratek zadrževalni čas in 
uporaba visokih pretokov mobilne faze. Membrane omogočajo uspešno ločevanje velikih 
molekul, med katere spadajo tudi virusi [12]. 
Monolitni nosilci so tudi pogosto uporabljeni kot kromatografski nosilci. So vmesna 
stopnja med membranskimi nosilci ter nosilci v obliki poroznih ali neporoznih delcev. 
Sestavljeni so iz ene same monolitne enote z visoko poroznostjo, kjer edini prazen prostor 
predstavljajo medsebojno povezane pore. Mobilna faza prehaja med porami različnih 
velikosti, prenos pa poteka s konvekcijo saj zaprtih por tukaj ni. Monoliti z visoko 
kapaciteto vezave (kljub manjši aktivni površini) omogočajo hitro ločevanje z nizkim 
padcem tlaka in visokim pretokom mobilne faze [12]. 
Monolitni kromatografski nosilci na osnovi poli(glicidil metakrilat-ko-etilenglikol 
dimetakrilat)-a so tržno imenovani CIM monoliti. Aktivne skupine se nahajajo na 
površini kanalov, premera okoli 1500 nm. Zaradi velikosti so prehodni za velike molekule 
kot tudi za nanodelce. 0,34 mL enote so imenovane CIM diski, večje z volumnom 8, 80, 
800 mL in 8 L pa so imenovani CIM cevni moduli. Dolžina poti, ki jo vzorec prepotuje, 
mora biti kratka, da se pri čiščenju biomolekul izognemo nespecifični vezavi, razpadu in 
spremembam molekul [12]. 
Prednosti CIM pri ločevanju virusov in večjih biomolekul, povzeto po [12]: 
• Hitro ločevanje in manjša možnost deaktivacije biomolekul 
• Posamezne molekule lahko eluiramo v koncentrirani obliki s spiranjem enote z 
majhnim volumnom elucijskega pufra 
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• Visoka vezna kapaciteta za večje biomolekule (z lahkoto dosežejo vsa aktivna 
mesta v CIM monolitih) 
• Ločljivost in vezna kapaciteta neodvisna od hitrosti pretoka (pri delčnih nosilcih 
je pretok pomemben zaradi potekanja difuzivnosti, kar posledično pomeni da 
večji pretok negativno vpliva na omenjeni lastnosti, saj biomolekule prepotujejo 
prehitro in tako ne dosežejo vse aktivnih površin) 
• Linearna zveza med padcem tlaka in hitrostjo mobilne faze 
• Poenostavljeno delovanje: ne rabimo polniti in prazniti kolon, ampak samo 
menjamo CIM ali spiramo z mobilno fazo pore. 
• CLG (kombinirana tekočinska kromatografija): uporabimo več CIM diskov da 
dosežemo različne aktivne skupine v enem koraku. 
2.3 IzolacijaVLP-jev 
 
Kot smo že omenili, je fleksibilna in produktivna izolacija ključna v boju proti 
pandemijam in sezonskim boleznim, saj zagotavlja hitro pridelavo in cenovno 
dosegljivost za zdravstvene organizacije [6]. 
Osredotočimo se na glavne probleme procesov:  
• Veliko številko korakov postopka 
• Kompleksnost 
• Nizek izkoristek 
• Majhna skala 
Cilj nadaljnje obdelave pri proizvodnji biofarmacevtskih sredstev je odpravljanje vseh ali 
večino nečistoč, da zagotovimo čistost, zahtevano s strani svetovnih regulatornih agencij 
(FDA, EMA, WHO) [6]. 
Nečistoče eVLP-jev so lahko posledica procesiranja, gostiteljskih celic in pa produkta. 
Nastanek nečistoč pri procesu je posledica uporabe reagentov in aditivov, kot so 
antibiotiki, stabilizatorji in nukleaze. Nečistoče zaradi gostiteljske celice pa nastanejo 
zaradi gostiteljske DNA, proteinov, lipidov, veziklov, celic in celičnih ostankov. 
Nečistoče produkta so tudi nekako posledica procesiranja, in vključujejo proste oziroma 
nerazporejene viralne proteine ter združene, deformirane, razstavljene ali napačno zvite 
VLP-je [6]. 
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Ravno te nečistoče produkta so za odstranitev najtežje saj je podobnost po obliki, velikosti 
ter površinskimi lastnostmi med eVLP-ji in bionanodelci tako velika. Večinoma so 
eVLPji negativno nabiti, podobno kot dvovijačna DNA, zato je gostiteljska dsDNA težko 
odpravljiva nečistoča [6]. 
2.3.1 Koraki procesiranja 
Koraki procesiranja eVLP-jev so močno odvisni od fizikalno kemijskih lastnosti eVLP-
je, kot so velikost, izoelektrična točka, razporeditev naboja in hidrofobnost. Proces 
začnemo kar s korakom čiščenja, kjer celice in ostale netopne komponente ločimo od 
kulture supernatanta s pomočjo centrifugacije. Najpogostejša uporaba pri čiščenju je 
centrifugacija, tako v laboratorijskem merilu kot tudi v industrijskem. Po čiščenju in pred 
začetkom nadaljnjega procesiranja je standardno uporabiti nukleaze za reduciranje 
velikosti DNA in olajšanje nadaljnje delovanje procesnih enot z zmanjšanjem viskoznosti 
mase [6, 16]. 
Koraki zajetja in koncentriranja so osredotočeni na obnavljanje produkta in hkrati 
zmanjševanje volumna mase. Omogočajo tudi izmenjavo pufra, 10 do 100-kratno 
koncentracijo produkta in omogočajo vmesno čiščenje. Pri procesiranju eVLP-jev lahko 
izbiramo med različnimi operacijskimi enotami, kot so ultracentrifugiranje, 
centrifugiranje z gostotnim gradientom, kromatografijo in ultrafiltracijo [6]. 
V industrijskem merilu je bilo razvito pretočno ultracentrifugiranje z gradientom gostote, 
ki omogoča koncentracijo in čiščenje virusnih delcev iz večjih količin v enem koraku. 
Slabost ultracentrifugiranja je izjemno draga oprema ki po vsakem delovanju zahteva 
temeljito čiščenje in kontrolo strojnih komponent [6, 16]. 
Ultrafiltracija je še en postopek, ki se uporablja za zajem, koncentracijo in vmesno 
čiščenje eVLP-jev, kar omogoča izmenjavo pufrov in odstranjevanje nečistoč z nizko 
molekulsko maso. V tem primeru je ločitev močno oziroma izključno odvisna od razlik 
v velikosti. Poleg tega nedavni razvoj novega načina delovanja ultrafiltracije, na primer 
filtracija tangencialnega toka z enim prehodom (ang. single-pass tangential flow filtration 
(SPTFF)), omogoča bolj intenzivno in kontinuirno delovanje [6, 16]. 
Najboljša strategija za povečanje učinkovitosti in zmanjšanja zahtevnosti procesiranja 
eVLP-jev je kombinacija zajemanja, koncentriranja in čiščenja v eni procesni enoti. Pod 
take tehnike spada kromatografija, saj omogoča zajem, koncentracijo in čiščenje 
biofarmacevtskih sredstev tako v laboratorijskem kot v industrijskem merilu [17]. 
2.3.2 Prednosti in pomanjkljivosti nosilcev 
Zaradi velikosti eVLP-jev so konvektivni mediji (monoliti in membranski adsorberji) 
prednostni pred običajnimi poroznimi kroglicami, saj omogočajo višjo vezno kapaciteto 
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zaradi večje aktivne površine. Konvektivni prenos mase omogoča uporabo visokih 
pretokov, kar seveda pospeši procesiranje [7]. 
Tradicionalno uporabljeni porozni kromatografski delci imajo običajno pore velike med 
10 in 100 nm. Za hiter prenos snovi pa je zahtevana velikost pore vsaj 10-krat večja od 
molekule. Glede na velikost eVLP-jev (50-1000 nm) bi bile potrebne zelo velike pore, 
kar pa je težko izvedljivo, saj taki nosilci niso dovolj stabilni pri visokih tlakih in pretokih 
[6, 11, 12]. 
Pri kromatografiji virusov in VLP-jev poznamo več separacijskih mehanizmov [6, 11]: 
• Ionsko-izmenjevalna kromatografija (IEC) 
• Hidrofobna interakcijska kromatografija (HIC) 
• Afinitetna kromatografija (AC) 
•  Kromatografija z mešanimi režimi (MMC) 
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3 Analitika virusov in VLP-jev s kromatografijo 
3.1 Analitske metode 
 
Detekcija, kvantifikacija in karakterizacija VLP-jev je velikega pomena skozi celoten 
proces in ne samo v končnem produktu. Večina analitičnih orodij uporabljenih v 
pridelovanju eVLP-jev izhaja iz virusnih in beljakovinskih procesnih platform. Nekatere 
metode za kvantifikacijo temeljijo na kužnosti, kar pa ni uporabno pri eVLP-jih zaradi 
neinfektivnosti. V kompleksnih mešanicah prisotnost bionanodelcev iz gostiteljske 
celice, ki imajo podobno velikost, obliko, kompozicijske lastnosti in površinske lastnosti, 
naredi kvantifikacijo eVLP-jev zelo okorno [6]. 
Celotno beljakovinsko sestavo, vključno z beljakovinami gostiteljske celice in eVLP-jev, 
karakteriziramo z biokemijskimi testi, kot je Bradfordov test, natrijev dodecil sulfatni 
poliakrilamidni gel elektroforeza (SDS-PAGE), tekočinska kromatografija z reverzno 
fazo (RP-HPCL) in masna spektrometrija (MS). Poleg tega se specifično odkrivanje in 
količinsko določanje beljakovin opravi z biološkimi testi, kot so encimsko povezan 
imunosorbentni test (ELISA) in površinska plazmonska resonanca (SPR). Kvantifikacija 
DNA gostiteljskih celic poteka z biološkimi in biokemijskimi testi kot so fluorescenčno 
obarvanje in qPCR [6]. 
Kvantifikacija eVLP-jev temelji na kvantifikaciji viralnih proteinov. Vendar v zgodnjih 
stopnjah proizvodnje prisotnost prostih ali narobe sestavljenih viralnih proteinov vodi do 
precenjevanja titra. Alternativno se uporabljajo za kvantifikacijo delcev različne tehnike, 
ki temeljijo na sipanju svetlobe. S tem lahko določamo tudi porazdelitev in velikost 
delcev. Take metode so na primer analiza sledenja nanodelcev (NTA), dinamično sipanje 
svetlobe (DLS) in večkotno sipanje svetlobe (MALS). Mnoge metode temeljijo na 
kromatografijah, navedla bom le en primer [6]. 
3.2 Analitika živalskih virusov s kromatografijo na agaroznem nosilcu 
 
Uporaba kromatografskih nosilcev omogoča spremljanje živalskih virusov iz celičnega 
materiala na osnovi ločbe. Za to lahko uporabimo različne nosilce in mehanizme, 
prikazujem pa primer ločbe na poroznih agaroznih nosilcih. Prvi tak primer je ločba 
poliovirusa in virusa gripe tipa A, prikazana na sliki 7 [18, 19]. 
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Slika 7: Separacija poliovirusa (1. vrh) 1 in virusa gripe tipa A (2. vrh), povzeto po [19]. 
Uspešno so ločili tudi ECHO-7 virus in adenovirus, kot je prikazano na sliki 8 [19].
 
Slika 8: Separacija ECHO virusa Tipa 7 in adenovirusa Tipa 2, povzeto po [19].
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4 Zaključek  
Kromatografija virusnih delcev in virusom podobnih delcev se izkaže kot zahteven 
proces, saj je vsebnost virusnih delcev v vzorcih zelo nizka. Tako zahtevajo daljšo 
obdelavo, saj je potrebno koncentriranje le-teh za lažjo nadaljnjo analizo. Postopki so 
časovno zahtevni in tudi denarno potratni, vendar kljub temu koristni za preprečevanje 
pandemij in sezonskih bolezni. Izmed vseh možnih metod za procesiranje virusnih delcev 
in VLP-jev se je kromatografija izkazala za najučinkovitejšo, saj omogoča uporabo več 
korakov procesa v eni procesni enoti. Zaradi praktičnosti pa je uporabna tako v 
laboratorijskem kot industrijskem merilu. 
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